















芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用い低栄養誘発性オートファジーに対する propofol の細胞保護作用
の有無とその作用機序を明白にすることを目的とした．SH-SY5Y 細胞を FBS 不含有培養液に
て培養し，オートファジーを誘発した．Propofol は 0.5 µM, 1 µM, 5 µM濃度を，1～ 24 時間
処置した．アポトーシスの評価として caspase-3 活性を測定し，オートファジーの評価として
細胞質 p62 およびオートファゴソーム内 LC3 -Ⅱを測定した．さらに c-jun N-terminal kinase
（JNK）リン酸化能および AMP-activated protein kinase（AMPK）活性を測定し，細胞内
Ca2＋レベルの変動を観察した．低栄養培養液によりオートファジーを誘発した細胞は，FBS
含有培養液にて培養した細胞に比べ，細胞質内 p62 は低下し，LC3 -Ⅱの増加および caspase-3
活性，AMPK ，JNKリン酸化を促進した．しかしながら，propofol 処置は，低栄養によるオー
トファジー誘発で減少した細胞内 p62 を抑制した．さらに，オートファジー誘発により増加
した LC3 -Ⅱ，caspase-3 活性，AMPK，JNKリン酸化は propofol 処置により減少した．また，









































の狭小化を示し1），in vitro 実験では，過酸化水素誘 
発性オートファジー心筋細胞傷害に対し，propofol
は細胞保護作用を示した10）．しかしながら，低酸素















研 究 方 法
　1．研究材料と細胞培養
　SH-SY5Y 細胞（ヒト神経芽細胞：EC-94030304：
The European Collection of Cell culture：ECACC, 
London, UK）を購入し，10％ Fetal Bovine Serum 
（FBS：Life technologies, Inc.：Carlsbad, USA），
Antibiotic-Antimycotic （Thermo Fisher Scientiﬁc 
Inc., MA, USA） 含有 D-MEM/Ham’s F12 Medium
（和光純薬工業株式会社，大阪）で，5％ CO2，37℃
にて培養した．オートファジー促進作用を示す
rapamycin は，Abcam Biochemicals, （Cambridge, 
UK）より購入した．Propofol （2, 6-diisopropylphenol）， 
dimethylsulfoxide （DMSO），dithiothreitol （DTT）
は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した．
C-jun N-terminal kinase （JNK） inhibitor で あ る
SP600125，protease inhibitor cocktail （PIC）含有，
phenylmethanesulfonyl f luoride （PMSF）， 
deoxyribonuclease （DNase）は，Sigma-Aldrich Co. 
（MO, USA）より購入した．Propofol と rapamycin




D-MEM Ham’s F-12 medium で SH-SY5Y 細胞を 1
～ 24 時間培養し誘発した．FBS（－）のみで培養 
した細胞をFBS （－）controlとし，FBS含有D-MEM 
Ham’s F-12 medium で培養した細胞を FBS（＋）
control とした．Propofol および rapamycin は FBS
（－）の D-MEM Ham’s F-12 medium で各濃度に
調節し，培養液と交換した．また，SP600125 は薬
物処置の 1 時間前に前処置し，その後 propofol ま
たは rapamycin と共処置した．
　3．Caspase-3 活性の測定
　SH-SY5Y細胞2.5×105 cells/wellを 6穴のcollagen 
coated dish （ASAHI GLASS Co., Ltd., Tokyo, 
Japan）で 24 時間培養した．Propofol （0.5, 1.0, 5.0, 
10.0 µM），rapamycin （2.0 µM） ，SP600125（JNK-
inhibitor） （1.0 µM）で 24 時間培養し，細胞をかき 
とり，PBS（137 mmol/l NaCl, 8.1 mmol/l Na2HPO4, 




coumarin （Ac-DEVD-AFC：Kamiya Biomedical 
Co., WA,USA）を用いて活性測定をした．
　4．オートファゴソーム内 LC3 -Ⅱの測定
　SH-SY5Y細胞4×104 cells/wellを 96穴のcollagen 
coated dish （ASAHI GLASS Co., Ltd., Tokyo 
Japan） で 24 時間培養した．Propofol （1.0 µM，
5.0 µM）で 3時間培養後，accutase で細胞をdishよ 










coated dish （ASAHI GLASS Co., Ltd., Tokyo, 
Japan）で 24 時間培養した後，propofol （0.5 µM，
1.0 µM，5.0 µM），rapamycin （2.0 µM），SP600125 
（JNK-inhibitor） （1.0 µM）で培養し，細胞をかきと
り，遠心した．上澄みを捨て，PBS にて洗浄し，
RIPA cell lysis buﬀer （PIC, PMSF, DNase 含 有） 
を加え細胞質溶液を得た．細胞質溶液はp62 ELISA 
kit （Enzo Life Sciences Inc., NY, USA ）のプロト
コールに従い測定した．また，Bio-Rad Protein 
Assay （Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA）で蛋
白定量を行った．
　6．AMP-activated protein kinase （AMPK）活性
測定
　SH-SY5Y細胞2.5×105 cells/wellを6穴のcollagen 
coated dish （ASAHI GLASS Co., Ltd., Tokyo, Japan） 
で 1 日 培 養 し た． そ の 後，propofol （0.5，1.0，
5.0 µM），rapamycin （2.0 µM）で 1 時間，6 時間，
24 時間培養し，細胞をかきとり，遠心した．上澄
みを捨て，PBS にて洗浄し，cell lysis buﬀer （PMSF, 
leupeptin, pepstatin, DTT含有）を加え細胞質溶液
を得た．細胞質溶液は AMPK Kinase Assay Kit 
（Cyclex Co.Ltd, Nagano, Japan）のプロトコールに
従い測定した．また，細胞質溶液は Bio-Rad Pro-
tein Assay （Bio-Rad Laboratories, Inc., USA）で蛋
白定量を行った．
　7．MAPKリン酸化能の測定
　SH-SY5Y 細胞 1.0×105 cells/well を 96 穴の colla-
gen coated dish（ASAHI GLASS Co., Ltd. : Tokyo 
Japan）で 24 時間培養した．Propofol （0.5，1.0，5.0  
µM），rapamycin （2.0 µM），SP600125 （1.0 µM）
で 1 時間培養した．その後，PBS で洗浄後，固定
液で固定した．固定後，洗浄し，Cell-Based JNK 
（T183/Y185） ELISA kit（Ray Biotech Inc., GA, 




　［Ca2＋］i 測定は，カルシウム蛍光指示薬 Fura-2 
AM を用いた12）．SH-SY5Y 細胞は Hepes-Tyrode 
buffer/0.1％ BSA （140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 
1.8 mM CaCl2, 12 mM NaHCO3, 5.6 mM D-glucose, 
0.49 mM MgCl2, 0.37 mM NaH2PO4, 25 mM Hepes/ 
NaOH （pH 7.4）, 0.1％ BSA）で溶解した4 µM Fura-2 
で，60 分間，37℃で loading した．細胞内［Ca2＋］i 
動態変化はMeta Xpress Image Acquisition （Molecul-





定し，次に，FBS （－） control をコントロールと
して Dunnett’s test を行った．また，2 群比較は
unpaired Student t- 検定を行い，それぞれp＜ 0.05
を有意とした．
結 果
　1．Caspase-3 活性に対する propofol の作用
　Caspase-3 はアポトーシス活性経路におけるエ
フェクター・カスパーゼであり，その増加はアポ
トーシスの亢進を示す．Fig. 1 に propofol （0.5 ～
10.0 µM）を 24 時間処置後の caspase-3 活性を示し
た．FBS （＋） control は FBS （－） control に比べ，
有意な減少を示し，アポトーシス促進が見られた．
また，mTOR阻害剤でありオートファジー促進作
用が報告されている rapamycin （2 µM）の処置13）
は，FBS （＋） control と比較すると caspase-3 活性
の増加が見られた．Propofol （1.0 µM, 5.0 µM）処
置はFBS（－）control と比較し有意な減少を示し，
アポトーシス抑制作用が認められたが，propofol 
（10.0 µM）処置では caspase-3 活性抑制作用は見ら
れなかった．これより，以降の実験では，propofol
は 0.5 ～ 5.0 µMを用いることとした．
　図を示していないが，3時間という短時間培養に
おいても，caspase-3 活性は，FBS （－） control で
42.60±2.47 nmol/mg protein/hr を示し， FBS （＋）
controlは，27.13±3.79 nmol/mg protein/hrを示し，








3 時間インキュベーションにおける FBS （－） 
propofol は，1 µM処置 では，33.37±0.32 nmol/mg 
protein/hr, 5 µM 処置では，26.53±2.24 nmol/mg 









　2．LC3 -Ⅱに対する propofol の作用








る15）．本実験では，抗 LC3/Alexa FluorR555 抗体
を用いて，オートファゴソームを抽出後，オート
ファゴソーム内の蛍光輝度を測定した．FBS （－） 
control に比べ，FBS （＋） control は，蛍光輝度の
有意な減少が見られた．FBS 除去による低栄養状
態はオートファジーを促進させた．しかしながら， 













caspase-3 活性に対する propofol の作用
Caspase-3 活性は，基質 Ac-DEVD-AFC を用いて測定
した．FBS 不含培養液（FBS（－））で 24 時間培養後
の各 caspase-3 活性値は，mean±S.E.M. （n＝ 6-24）で
表示した．Propofol （0.5 µM, 1.0 µM, 5.0 µM, 10.0 µM） 
は FBS（－）培養液に溶解した．
#：p＜0.05 vs FBS （－） control （one-way ANOVA, 
follow ed by Dunnett’s test）, ＊：p＜0.05 vs FBS（＋） 








ム内 LC3 -Ⅱ値は，mean±S.E.M. （n ＝ 6）で表示した．
Propofol （1.0 µM, 5.0 µM）は FBS （－）培養液に溶解
した．
#：p＜0.05 vs FBS （－） control （one-way ANOVA, follow-
ed by Dunnett’s test）.
Propofol の神経保護効果
211
～ 5.0 µM）による細胞内 p62 への作用を示した．
FBS（＋）control と比較して，rapamycin 処置（FBS
（＋））は，3 時間，24 時間ともに細胞内 p62 が有
意に減少し，オートファジーの亢進が示された．
FBS（＋）control に比べ，FBS （－） control は，3
時間，24 時間ともに細胞内 p62 が有意に減少し，
オートファジーの亢進が示された．また，FBS （－） 











生じたと思われる．FBS （－） control に比べ，
FBS （－） propofol （0.5 µM）は，1時間処置で有意
な 減 少 が 見 ら れ，FBS （－ ） propofol （1.0 µM, 




　Fig. 5 に FBS （－）培養液にて SH-SY5Y 細胞を
培養 1時間後のMAPKリン酸化能を示した．FBS 
（－） control は，FBS （＋） control に比べ，JNK
リン酸化の有意な増加が見られた．また，propofol 
（0.5～5.0 µM）のphosphate-JNK/JNKは，FBS （－） 
control 1.42±0.19 に比べ，0.5 µM propofol 0.72±
0.03 （p ＜ 0.05）, 1.0 µM propofol 0.73±0.05 （p ＜
0.05）, 5.0 µM propofol 0.84±0.08 （p ＜ 0.05）と有
意に JNK のリン酸化を抑制した．しかしながら，
FBS （－）培養液にて SH-SY5Y 細胞を培養 1時間
後の ERKおよび p38 リン酸化能の有意な変化は見
Fig. 3　 低栄養誘発性オートファジー神経細胞における





（－））で 3時間，24時間培養後の細胞内p62 値は，mean 
±S.E.M. （n ＝ 6-58）で表示した．Propofol （1.0 µM, 
5.0 µM）は FBS （－）培養液に溶解した．
#：p＜ 0.05 vs FBS （－） control （3 時間培養） （one-way 
ANOVA, followed by Dunnett’s test）, ☆：p＜0.05 vs FBS
（－）control （24時間培養） （one-way ANOVA, follow ed by 
Dunnett’s test）, 
＊：p＜0.05 vs FBS （＋） control （3 時間培養：Student 




AMPK活性は，phospho-serine speciﬁc monoclonal anti-
body を用いて測定した．FBS 不含培養液（FBS（－））
で 1，6，24 時間培養後のAMPK活性は，mean±S.E.M. 
（n ＝ 6-12） で 表 示 し た．Propofol （0.5 µM, 1.0 µM, 
5.0 µM）は FBS（－）培養液に溶解した．
#：p＜ 0.05 vs FBS（－）control （1 時間培養） （one-way 
ANOVA, followed by Dunnett’s test）, ★：p ＜ 0.05 vs 
FBS（－）control （6時間培養） （one-way ANOVA, follow-
ed by Dunnett’s test）, ☆：p＜0.05 vs FBS（－）con trol （24
時間培養） （one-way ANOVA, followed by Dunnett’s test）, 





　6．JNK inhibitor 前処置による p62 に対する pro-
pofol の影響
　低栄養状態で JNKリン酸化が，増加したことよ
り，Fig. 6 に JNK inhibitor 前処置による p62 に対





た．また，FBS（－）propofol 1.0 µM 処置による
細胞内 p62 の増加は，SP600125（JNK inhibitor）
前処置で，さらなる増加が認められ，JNK阻害に
より，オートファジー抑制が生じたと考えられた．
　7．［Ca2＋］i に対する propofol の影響
　Fig. 7 に，propofol 処置による［Ca2＋］i への作用
を示した．［Ca2＋］i は FBS （－） propofol 5 µM 処
置は，FBS （－） control に比べ，処置後 20 秒後か





6 µg/ml （10 ～ 30 µM）で管理される．しかしなが
ら，propofol は血中タンパクとの結合率が高く，
50％が赤血球と 48％が血清タンパクと結合してい
るため，free propofol は 1.2 ～ 1.7％になる19）．その
ため，今回の実験で使用した propofol 0.5 µMから
5.0 µMは，臨床使用時の血中濃度と近似している
と思われる．今回の実験において，caspase-3 活性
は FBS （ － ） propofol 1.0 µM，5 µM 処 置 では，













Fig. 6　 低栄養誘発性オートファジー神経細胞の p62 に
対する JNK inhibitor の作用
FBS 不含培養液（FBS（－））で 6時間培養後の細胞内
p62 値 は，mean±S.E.M. （n ＝ 6-30） で 表 示 し た．
Propofol （0.5 µM, 1.0 µM, 5.0 µM）は FBS（－）培養液
に溶解した．
#：  p ＜ 0.05 vs FBS （－） control （without SP600125） 
（one-way ANOVA, followed by Dunnett’s test）, 
：  p ＜ 0.05 vs FBS （－） SP600125 （one-way ANOVA, 
followed by Dunnett’s test）,
＊：  p ＜ 0.05 vs FBS （＋） control （without SP600125: 
Student t-test）, 
§： p ＜ 0.05 vs FBS（＋） SP600125 （Student t-test）,




MAPK （JNK, ERk, p38）のリン酸化は，リン酸化した
MAPK （JNK, ERk, p38）/total MAPK（JNK, ERk, p38）
比で表示した．FBS 不含培養液（FBS （－））で 1時間
培養後の各MAPKリン酸化能は，mean±S.E.M. （n ＝
6-14）で表示した．


































Beclin1-PI3 kinase classⅢ-Vps34-Vps15 複合体と共
に小胞体上に PI3P を産生し，phagophore 形成が
開始され，成熟したオートファゴソーム形成が誘発
される．実際，今回の実験においても，低栄養状態








よる細胞内［Ca2＋］i 増加を propofol が抑制するこ

















した．また，propofol 1.0 µM処置は JNKリン酸化
を抑制し，JNK 阻害剤の前処置では細胞質内 p62
の有意な増加が認められ，オートファジー抑制作用
Fig. 7　Measurement of ［Ca2＋］i levels
細胞質内［Ca2＋］i は，カルシウム指示薬 Fra-2AMを用
いて測定した．SH-SY5Y 細胞は FBS不含培養液で培養
後，5 µM propofol を処置し，［Ca2＋］i は，mean±S.E.M. 
（15 画面）で表示した．
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PREVENTION OF NUTRITIONAL DEFICIENCY-INDUCED AUTOPHAGY BY  
PROPOFOL IN HUMAN NEUROBLASTOMA SH-SY5Y CELLS
Yasuyuki KONDO, Yoko AO,  
Mayumi TSUJI and Katsuji OGUCHI
Department of Pharmacology, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Propofol, a GABA agonist, a short-acting intravenous anesthetic agent, is widely used 
for anesthesia and sedation.  In addition to its anesthetic eﬀect, propofol shows a neuroprotective proper-
ty on a nervous system under the ischemic state.  It was reported that propofol suppresses program cell 
death, however, the mechanisms of the neuroprotection remain unclear.  Autophagy is a homeostatic cel-
lular mechanism for the turnover of organelles and proteins.  During nutritional deﬁciency, autophagy 
promotes cell survival through the recycling of metabolic precursors.  Furthermore, autophagy can regu-
late programmed cell death such as apoptosis and thereby inﬂuence disease pathogenesis.  The aim of 
the present study was to clarify the molecular details of the neuroprotection with propofol against nutri-
tional deﬁciency-induced autophagy and cell injury in SH-SY5Y cells.  SH-SY5Y cells were cultured in se-
rum-free medium to induce autophagy.  Autophagic cells were treated with propofol （0.5 µM, 1.0 µM, 
5.0 µM） for 1-24 hours. Cytosolic Ca2＋ （［Ca2＋］i）, the speciﬁc marker of apoptosis （caspase-3 activity）, 
and the biomarkers of autophagy （p62 and LC3 -Ⅱ） were analyzed. Furthermore, activities of c-jun N-
terminal kinase （JNK） and AMP-activated protein kinase （AMPK） were measured.  Nutritional deﬁcien-
cy-induced autophagic cells significantly decreased p62 and increased LC3 -Ⅱ, activities of caspase-3, 
AMPK and JNK.  When SH-SY5Y cells were treated with propofol （1.0, 5.0 µM）, these biomarker were 
signiﬁcantly suppressed.  Furthermore, ［Ca2＋］i was decreased by treatment with propofol.  ［Ca2＋］i re-
duction with propofol might have suppressed AMPK activity, and that prevented nutritional deﬁciency-
induced autophagy.  These results demonstrate that propofol at clinically relevant concentration sup-
pressed the nutritional deficiency-induced autophagy and cell injury in neuroblastoma SH-SY5Y cells. 
Propofol prevented not only the neuroprotective property against oxidative stress and apoptosis but also 
autophagy-induced cell injury.  This prevention may explain the pleiotropic eﬀects of propofol that bene-
ﬁt the nervous system.
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